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Резюме
Актуальность. Коррекция эндотелиальной дисфункции при артериальной гипертензии (АГ) является 

важным способом предупреждения мозгового инсульта. При высоком риске этого осложнения установ-
лена терапевтическая эффективность лекарственных средств, активирующих растворимую гуанилатци-
клазу (рГЦ) и продукцию 3’,5’-гуанозинмонофосфата (цГМФ) независимо от оксида азота (NO). Данная 
работа посвящена исследованию антиагрегантной и эндотелийпротективной активности нового стимуля-
тора рГЦ производного индолинона 2-[2-[(5RS)-5-(гидроксиметил)-3-метил‑1,3-оксазолидин‑2-илиден]-
2-цианоэтилиден]-1H-индол‑3(2H)-она (шифр — GRS) при экспериментальном ишемическом инсульте 
(ИИ) на фоне АГ. Ранее было показано, что соединение GRS тормозит агрегацию тромбоцитов, снижа-
ет артериальное давление (АД) у спонтанно-гипертензивных крыс линии SHR, препятствует окклюзии 
сосудов при экспериментальном артериальном и венозном тромбозе. В качестве препарата сравнения 
использовали включенный в стандарт вторичной профилактики ИИ антиагрегант, блокатор рецепторов 
P2Y 12 тромбоцитов клопидогрел. Цель работы — исследовать антиагрегантную и эндотелийпротектив-
ную активность нового производного индолинона, стимулятора рГЦ (шифр — GRS) в сравнении с дей-
ствием антиагреганта клопидогрела на модели ИИ, развившегося на фоне высокого АД у спонтанно-
гипертензивных крыс линии SHR. Материалы и методы. У спонтанно-гипертензивных крыс линии 
SHR (n = 78) моделировали фокальную ишемию/реперфузию головного мозга (ФИРГМ). Соединение 
GRS в дозе 10 мг/кг и клопидогрел в дозе 10 мг/кг вводили в желудок 1 раз в день ежедневно за 3 суток 
до моделирования ишемии/реперфузии и в течение 5 суток после нее. Изучали агрегацию тромбоцитов 
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и функциональное состояние эндотелия сосудов. Результаты. При модели ФИРГМ у крыс линии SHR 
повышалась амплитуда агрегации тромбоцитов и развивалась эндотелиальная дисфункция с нарушени-
ем сосудорасширяющей активности эндотелия. Соединение GRS и клопидогрел при курсовом введении 
препятствовали повышению агрегации тромбоцитов (p < 0,05), соединение GRS уменьшало дисфункцию 
эндотелия (p < 0,05). Заключение. Стимулятор рГЦ производное индолинона GRS тормозит повышенную 
агрегацию тромбоцитов и предупреждает развитие эндотелиальной дисфункции у крыс после ФИРГМ; 
эндотелийпротективное действие соединения GRS не связано с его антиагрегантной активностью.

Ключевые слова: стимулятор растворимой гуанилатциклазы, производное индолинона, агрегация 
тромбоцитов, эндотелиальная дисфункция, экспериментальные модели ишемического инсульта и арте-
риальной гипертензии
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Abstract
Background. Correction of endothelial dysfunction during arterial hypertension (AH) is an important measure 

in preventing cerebrovascular stroke. Drugs activating soluble guanylate cyclase (sGC) and 3’,5’-guanosine 
monophosphate (cGMP) production independently of nitric oxide (NO) were shown to be therapeutically useful in 
reducing the risk of stroke. The present work aims to study the antiaggregant and endothelium-protective activity 
of a new sGC stimulator, an indolinone derivative (2-[2-[(5RS)-5-(hydroxymethyl)-3-methyl‑1,3-oxazolidine‑2-
yliden]-2-cyanoethylidene]-1H-indole‑3(2H)-one (codename — GRS) in a model of ischemic stroke with AH. Prior 
studies have shown that GRS compound inhibits platelet aggregation, lowers blood pressure (BP) in spontaneously-
hypertensive SHR rats, prevents vascular occlusion in models of arterial and venous thrombosis. Antiplatelet drug 
clopidogrel, a P2Y 12 receptor inhibitor, included in the standard of care for secondary prevention of ischemic 
stroke, was used as the reference drug. Objective. To assess the antiaggregant and endothelium-protective activity 
of a new indolinone derivative GRS, an sGC stimulator, compared to clopidogrel in a model of ischemic stroke 
concomitant with high arterial BP in spontaneously-hypertensive SHR rats. Design and methods. Focal brain 
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ischemia/reperfusion was modelled in spontaneously-hypertensive SHR rats (n = 78). GRS in 10 mg/kg dose and 
clopidogrel in 10 mg/kg dose were administered orally once daily 3 days before modelling ischemia/reperfusion 
and for 5 days afterwards. Platelet aggregation and functioning of vascular endothelium were monitored. Results. 
Focal brain ischemia/reperfusion in SHR rats resulted in increased platelet aggregation and the development of 
endothelial dysfunction and disruption of vasodilatory function of endothelium. GRS compound and clopidogrel 
in repeated administration have prevented an increase in platelet aggregation (p < 0,05), GRS compound also 
alleviated endothelial dysfunction (p < 0,05). Conclusions. The indolinone derivative GRS, an sGC stimulator, 
inhibits increased platelet aggregation and prevents endothelial dysfunction in rats after focal brain ischemia/
reperfusion; the endothelium-protective effects of GRS aren’t related to its antiaggregant activity.

Key words: soluble guanylate cyclase stimulator, indolinone derivative, platelet aggregation, endothelial 
dysfunction, experimental models of ischemic stroke and arterial hypertension
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Введение
Одним из важных факторов риска мозгового 

инсульта является артериальная гипертензия (АГ), 
осложненная дисфункцией сосудистого эндотелия 
[1–6]. При АГ в клетках сосудистого эндотелия тор-
мозится продукция оксида азота (NO). В цитозоле 
гладких мышц сосудов нарушаются стимулируемая 
NO активация растворимой гуанилатциклазы (рГЦ) 
и биосинтез 3’,5’-гуанозинмонофосфата (цГМФ) [7]. 
Нарушение функций сигнального пути NO-рГЦ-
цГМФ сопровождается сужением сосудов, проли-
ферацией их гладких мышц и ремоделированием, 
усилением агрегации тромбоцитов и формирова-
нием тромбов [8, 9].

Коррекция эндотелиальной дисфункции при АГ 
поможет предупредить развитие мозгового инсульта. 
При высоком риске этого осложнения установлена 
терапевтическая эффективность лекарственных 
средств, активирующих рГЦ и продукцию цГМФ 
независимо от NO. Химические соединения, повы-
шающие активность рГЦ, разделяют на стимуляторы 
и активаторы фермента. Стимуляторы прямо связы-
ваются с восстановленной формой рГЦ, содержащей 
гем с двухвалентным железом, активаторы взаимо-
действуют с окисленной рГЦ, лишенной гема [8].

Данная работа посвящена исследованию эндо-
телийпротективной и антиагрегантной активности 
нового стимулятора рГЦ производного индоли-
нона 2-[2-[(5RS)-5-(гидроксиметил)-3-метил‑1,3-
оксазолидин‑2-илиден]-2-цианоэтилиден]-1H-
индол‑3(2H)-она (шифр — GRS) при эксперимен-
тальном ишемическом инсульте (ИИ), развившемся 
на фоне эссенциальной АГ у крыс линии SHR. Ранее 
было установлено, что соединение GRS тормозит 
агрегацию тромбоцитов in vitro и in vivo [10], сни-
жает артериальное давление (АД) у спонтанно-ги-
пертензивных крыс линии SHR, препятствует ок-
клюзии сосудов при экспериментальном артериаль-

ном и венозном тромбозе [11]. В качестве препарата 
сравнения использовали антиагрегант, блокатор 
рецепторов P2Y 12 тромбоцитов клопидогрел, не 
влияющий на функции эндотелия [12]. Кроме того, 
клопидогрел включен в стандарт вторичной профи-
лактики ИИ [13, 14].

Цель работы — исследовать антиагрегантную 
и эндотелийпротективную активность нового про-
изводного индолинона, стимулятора рГЦ (шифр — 
GRS) в сравнении с действием антиагреганта кло-
пидогрела на модели ИИ, развившегося на фоне 
высокого АД у спонтанно-гипертензивных крыс 
линии SHR.

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на 78 спонтанно-ги-

пертензивных крысах-самцах линии SHR массой 
тела 210 ± 20 г, полученных из вивария Института 
биоорганической химии РАН (г. Пущино). Животные 
находились по пять-семь особей в стандартных пла-
стиковых клетках фирмы VELAZ (Чехия) при тем-
пературе воздуха 20–23 °C, влажности — не более 
50 %, объеме воздухообмена (вытяжка: приток) — 
8:10, световом режиме — 12 ч/день: 12 ч/ночь. Со-
держание животных и уход за ними осуществляли 
в соответствии с правилами Европейской конвен-
ции по защите позвоночных животных (Директива 
2010/63/EU). Исследование одобрено этическими 
комитетами ООО «Ифар» (протокол № 113/2019 от 
28.09.2021), ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава Рос-
сии (протокол № 5378 от 24.10.2016) и НИИФиРМ 
им. Е. Д. Гольдберга ТНИМЦ (№ 179122020). Ис-
следование проведено с соблюдением принципов 
и правил надлежащей лабораторной практики.

Крыс разделяли на 4 группы: группа 1 — лож-
нооперированные животные (n = 15), группы 2–4 — 
животные с моделью фокальной ишемии/репер-
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фузии головного мозга (ФИРГМ) (n = 21 в каждой 
группе), из них животные контрольной группы 2 не 
получали исследуемые вещества, животные группы 
3 получали соединение GRS, животным группы 4 
вводили клопидогрел.

Моделирование фокальной ишемии/реперфузии 
головного мозга и введение веществ

У крыс под наркозом пропофолом моделирова-
ли ФИРГМ [6]. Для этого выделяли левую общую, 
внутреннюю и наружную сонные артерии, перевя-
зывали дистальный конец левой наружной сонной 
артерии и через нее во внутреннюю сонную артерию 
вводили филамент (тефлоновую нить) для окклю-
зии средней мозговой артерии. Затем филамент из-
влекали, перевязывали наружную сонную артерию 
и восстанавливали кровоток по левой внутренней 
сонной артерии. После наложения швов на опера-
ционную рану и выхода из наркоза животных воз-
вращали в клетки со свободным доступом к воде 
и пище. Ложнооперированным крысам в среднюю 
мозговую артерию филамент не вводили.

Соединение GRS в дозе 10 мг/кг и клопидогрел 
в дозе 10 мг/кг [15] в форме взвеси в 1 % крахмаль-
ной слизи вводили в желудок 1 раз в день ежедневно 
за 3 суток до моделирования ФИРГМ и в течение  
5 суток после операции. Доза соединения GRS близ-
ка ED 50 по антитромботической активности и была 
установлена в предварительно проведенных экс-
периментах [10]. Такой режим введения веществ 
обеспечивает устойчивый антитромботический эф-
фект [16]. Ложнооперированные животные и кры-
сы контрольной группы получали 1-процентную 
крахмальную слизь по той же схеме, что и иссле-
дуемые вещества.

На 5-е сутки после моделирования ФИРГМ у по-
ловины крыс каждой группы изучали агрегацию 
тромбоцитов, у другой половины — способность 
сосудов к расширению.

Изучение агрегации тромбоцитов
Для исследования агрегации тромбоцитов цель-

ную кровь забирали из общей сонной артерии. У жи-
вотных под эфирным наркозом выделяли и перевя-
зывали общую сонную артерию, в ее проксимальный 
конец вставляли тефлоновый катетер. Кровь стаби-
лизировали 3,8 % раствором натрия цитрата в со-
отношении 9:1 по объему. Получали обогащенную 
и бедную тромбоцитами плазму и подсчитывали 
число тромбоцитов [17]. Для стандартизации обога-
щенную тромбоцитами плазму смешивали с бедной 
тромбоцитами плазмой этих же животных, чтобы 
содержание тромбоцитов составляло 400 ± 30 тыс. 
в 1 мм3 пробы [3]. В качестве индуктора агрегации 

использовали аденозин 5`- дифосфат (АДФ), индук-
тор агрегации тромбоцитов в конечной концентрации 
4 × 10–6 М. Амплитуда агрегации отражает процент 
тромбоцитов в пробе, соединенных в агрегат.

Оценка состояния эндотелия сосудов
Для оценки функционального состояния эндоте-

лия крысам под ингаляционным наркозом изофлу-
раном в правую сонную артерию имплантировали 
катетер с целью регистрации АД. Фармакологи-
ческие агенты вливали в правую бедренную вену 
в виде болюса. Среднее АД регистрировали не-
прерывно с помощью высокоскоростной системы 
сбора и обработки данных МР150 Biopac (США), 
блока усиления DA100C и датчика TSD 104A (про-
граммное обеспечение Acqknowledge 4.2.0, США). 
При расчетах использовали показатель среднего 
АД. Эндотелийзависимую вазодилатацию регистри-
ровали по снижению АД в ответ на внутривенное 
введение ацетилхолина (АХ) в дозе 5 мкг/кг и ни-
тропруссида натрия дигидрата (НП) в дозе 10 мкг/кг 
[18, 19]. Степень расширения сосудов оценивали по 
площади треугольника над кривой восстановления 
АД при введении АХ или НП, при этом меньший 
катет представляет собой величину снижения АД 
в ответ на введение сосудорасширяющего сред-
ства (мм рт. ст.), а больший — время восстановле-
ния АД после проведения пробы (с). Вычисляли 
коэффициент эндотелиальной дисфункции (КЭД) 
как отношение площади треугольника над кривой 
восстановления АД после введения НП к площади 
треугольника над соответствующей кривой после 
введении АХ [20].

Статистическая обработка результатов
Для статистической обработки данных использо-

вали пакет программного обеспечения Statistica 6.0. 
Рассчитывали среднее значение и стандартное от-
клонение. Достоверность различий между группами 
оценивали с использованием критерия Манна–Уит-
ни. Различия считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
У ложнооперированных крыс линии SHR ампли-

туда агрегации тромбоцитов составляла 18 %, у кон-
трольных животных, перенесших ФИРГМ и полу-
чавших крахмальную слизь, возрастала в 1,8 раза, 
до 32 % (p < 0,05). У животных с моделью ФИРГМ, 
получавших соединение GRS или клопидогрел, 
амплитуда агрегации тромбоцитов уменьшалась 
соответственно до 22 и 18 % и была такой же, как 
у ложнооперированных животных (p > 0,05) (табл. 1).

Соединение GRS и клопидогрел в дозах 10 мг/кг 
при курсовом лечебно-профилактическом примене-
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нии нормализовали агрегацию тромбоцитов у крыс, 
перенесших ФИРГМ. Производное индолинона 
GRS по выраженности антиагрегантного действия 
уступало клопидогрелу.

Перед началом исследования АД не различалось 
во всех экспериментальных группах (p > 0,05). КЭД 
у ложнооперированных крыс составлял 1,70, у кон-
трольных животных, перенесших ФИРГМ, возрас-
тал в 1,4 раза, до 2,34 (р < 0,05). Это обусловлено 
ослаблением сосудорасширяющего действия АХ — 
активатора эндотелиальной NO-синтазы при участии 
внесинаптических м3-холинорецепторов. В ответ 
на введение донатора NO НП степень расширения 
сосудов была сопоставима у животных всех групп, 
что свидетельствует о дефиците NO и целостно-
сти гладкомышечных клеток сосудов при ФИРГМ. 
Полученные данные указывают на то, что у крыс 

линии SHR через 5 дней после ФИРГМ развилась 
эндотелиальная дисфункция.

После курсового введения производного ин-
долинона GRS КЭД становился в 1,2 раза меньше 
показателя при модели ФИРГМ, составлял 1,89 
(p < 0,05) и не отличался от показателя у ложноо-
перированных животных (p > 0,05). Клопидогрел 
в этом эксперименте не изменял КЭД. Он был в 1,3 
раза выше, чем у ложнооперированных крыс и не 
отличался от аналогичного показателя при экспери-
ментальной ФИРГМ (p > 0,05) (табл. 2 и 3). Следо-
вательно, соединение GRS при лечебно-профилак-
тическом режиме введения снижало выраженность 
эндотелиальной дисфункции.

При модели ФИРГМ производное индолинона 
GRS слабее клопидогрела тормозило агрегацию 
тромбоцитов, но в большей степени уменьшало 

Таблица 1
ВЛИЯНИЕ КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ В ЖЕЛУДОК СОЕДИНЕНИЯ GRS 

И КЛОПИДОГРЕЛА ПО 10 МГ/КГ ЕЖЕДНЕВНО ЗА 3 СУТОК ДО ФОКАЛЬНОЙ ИШЕМИИ/РЕПЕРФУЗИИ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА И В ТЕЧЕНИЕ 5 СУТОК ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ НА АКТИВИРОВАННУЮ АДФ (4 × 10–6 М) 

АГРЕГАЦИЮ ТРОМБОЦИТОВ У КРЫС ЛИНИИ SHR

Группа животных Амплитуда агрегации тромбоцитов, %

Ложнооперированные крысы (n = 5) 18 ± 2
Крысы с моделью ФИРГМ (контроль, n = 7) 32 ± 3*

Крысы с моделью ФИРГМ, получавшие соединение GRS (n = 7) 22 ± 5#^

Крысы с моделью ФИРГМ, получавшие клопидогрел (n = 7) 18 ± 3#

Примечание: АДФ — аденозин 5`- дифосфат, индуктор агрегации тромбоцитов ФИРГМ — фокальная ишемия/реперфу-
зия головного мозга; * — р < 0,05 по сравнению с показателями ложнооперированных животных (критерий Манна–Уитни);  
# — р < 0,05 по сравнению с показателями контроля (критерий Манна–Уитни); ^ — p < 0,05 по сравнению с показателями жи-
вотных, получавших клопидогрел (критерий Манна–Уитни).

Таблица 2
ВЛИЯНИЕ КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ В ЖЕЛУДОК СОЕДИНЕНИЯ GRS И КЛОПИДОГРЕЛА ПО 10 МГ/КГ 

ЕЖЕДНЕВНО ЗА 3 СУТОК ДО ФОКАЛЬНОЙ ИШЕМИИ/РЕПЕРФУЗИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА И В ТЕЧЕНИЕ 
5 СУТОК ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ НА СОСУДОРАСШИРЯЮЩИЙ ЭФФЕКТ У КРЫС ЛИНИИ SHR

Группа животных
Ацетилхолин, 5 мкг/кг

Исходное АД, 
мм рт. ст.

Δ АД, 
мм рт. ст.

Время восста‑
новления АД, с

Площадь, 
мм рт. ст. × с

Ложнооперированные крысы  
(n = 5) 144 ± 8 70 ± 7 64 ± 5 2223 ± 304

Крысы с моделью ФИРГМ  
(контроль n = 7) 129 ± 22 62 ± 15 57 ± 11 1687 ± 318*

Крысы с моделью ФИРГМ, 
получавшие соединение GRS 
(n = 7)

128 ± 26 57 ± 17 55 ± 16 1632 ± 419

Крысы с моделью ФИРГМ, 
получавшие клопидогрел (n = 7) 139 ± 21 64 ± 13 60 ± 5 1930 ± 919

Примечание: АД — артериальное давление; ФИРГМ — фокальная ишемия/реперфузия головного мозга; * — р < 0,05 по 
сравнению с показателями ложнооперированных животных (критерий Манна–Уитни).



715

Оригинальная статья / Original article

28(6) / 2022

дисфункцию сосудистого эндотелия. При ишемии 
и ацидозе в эндотелии образуются активные фор-
мы кислорода, активируются ядерный фактор kB, 
каспазы‑3 и –12. Эти факторы ингибируют эндо-
телиальную NO-синтазу, что сопровождается су-
жением сосудов, апоптозом эндотелия, развитием 
микротромбозов и воспаления [21]. Соединение 
GRS независимо от NO стимулирует рГЦ и устра-
няет вызванную ишемией и ацидозом эндотели-
альную дисфункцию. Можно предположить, что 
соединение GRS у больных АГ и атеросклеро-
зом способно нормализовать функции эндотелия, 
препятствовать спазму сосудов и формированию 
тромбов без значительного риска кровотечения. 
Восстановление активности рГЦ под влиянием 
соединения GRS позволит предотвратить развитие 
ИИ как осложнения АГ.

Применяемый в клинике стимулятор рГЦ рио-
цигуат улучшает функции эндотелия, но в отличие 
от GRS не обладает антиагрегантной активностью 
[22]. Нитраты как донаторы NO не должны при-
меняться длительно, так как к ним формируется 
толерантность [4, 23]. Антиагрегант ацетилсали-
циловая кислота ослабляет отдельные проявления 
эндотелиальной дисфункции, но может вызывать 
кровотечение [12]. Большинство антиагрегантов 
снижает агрегацию тромбоцитов необратимо, со-
единение GRS препятствует только повышенной 
агрегации и действует обратимо. Кроме того, су-
ществующие антиагреганты имеют ограниченную 

клиническую эффективность из-за резистентности 
к ним части пациентов [24].

Выводы
Сочетание у производного индолинона GRS 

антиагрегантных, антигипертензивных и эндотелий-
протективных свойств позволяет оценивать его как 
перспективный антиагрегант и сосудорасширяющее 
средство для профилактики ИИ как осложнения АГ.
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